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B L O E D S T O L L I N G  E N  G E N E E S M I D D E L E N
Mechanisme van de bloedstolling
H.C. Hemher
Inleiding
Trombine is het centrale enzym van bloedstol-
Iing en trombose. Te veel trombine veroorzaakt
trombose. Dit volgt direct uit de klinische waar-
neming dat er een duidelijke neiging tot trom-
bose bestaat als trombine door een congenitaal
defect niet snel genoeg wordt geinactiveerd
(antitrombine-Ill) of te snel wordt gemaakt
(proteine C). Te weinig trombine geeft een nei-
ging tot bloeden. Bij overdosering van een oraal
antistollingsmiddel of van heparine bijvoorbeeld,
wordt trombine te langzaam aangemaakt respec-
tievelijk te snel weggevangen. Gezien het
enorme belang van normale hemostase, wekt het
dan ook geen verwondering dat de vorming en de
inactivering van trombine nauwkeurig geregu-
Ieerde processen zijn.
Trombine ontstaat uit protrombine als bloed in
aanraking komt met beschadigde weefsels. In
plasma wordt trombine geinactiveerd door anti-
trombine-Ill (AT-III) en andere 'serine protease
inhibitors' (serpins). De halfwaardetijd van trom-
bine in plasma is ongeveer een halve minuut.
Bloedstolling, in de strikte zin van het woord,
is het verschijnsel dat bloed buiten de bloedbaan
zijn vloeibaarheid verliest, en wordt veroorzaakt
doordat trombine het bloedeiwit fibrinogeen en-
zymatisch omzet in het onoplosbare fibrine.
Trombine heeft, behalve zijn werking op fibrino-
geen, een reeks andere effecten; op de bloedplaat-
jes, op de vaatwand en op zijn eigen vorming en
op afbraak.
Daar waar trombine fysiologisch nodig is, moet
het explosief ontstaan, onder andere omdat de
hemostatische prop die onder invloed van trom-
bine ontstaat, de bloeddruk moet kunnen
weerstaan. Indien de explosie niet zou worden
geremd, zolo dat tot ongeremde trombinevorming
Ieiden. Maar de reactie moet beperkt blijven tot
het wondgebied om geen trombose in intacte va-
ten te veroorzaken. Dit vereist een ingewikkelde
vorm van regulering. Wij zullen later in detail
zien welke ingenieuze biochemische mecha-
nismen er bestaan om de eenmaal in gang ge-
zette trombinevorming binnen de perken te hou-
den. De essentie is dat het proces zichzelf eerst
stimuleert en daarna remt.
Adequate farmacologische beinvloeding van
een neiging tot trombose is alleen mogelijk door
beinvloeding van de hoeveelheid trombine die
zich in stollend bloed vormt. Het is duidelijk dat
ingrijpen in een zo ingewikkeld gereguleerd sy-
steem tot gecompliceerde dosis-effectrelaties
leidt. Bovendien zijn de methoden die beschik-
baar zijn voor het meten van de effecten vaak in
de praktijk ontstane functietests van wij wille-
keurige onderdelen van het systeem. De labora-
toriumdiagnostiek van hemostase en trombose
en van de farmacologische beinvloeding daar-
van, wordt daardoor niet eenvoudiger.
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Abstract
Mechanism of blood coagulation
Blood coagulation is a limited series of pro-enzyme-to-enzyme conversions that take place
at the interphase of a negative phospholipid and plasma. They are accelerated by specific
protein co-factors. These latter factors are plasma proteins that have to be activated by
thrombin, the frnal product of the coagulation reaction. This positive feedback ensures
explosive thrombin formation and hence haemostasis at a site of injury. The explosion is
limited by the action of a system of physiological inhibitors that attack thrombin as well as
the thrombin forming enzyme complexes. In this way excessive thrombin formation and
hence thrombosis is avoided.
Samenvatting
Bloedstolling is een beperkte serie pro-enzym-in-enzym-omzettingen die plaatsvinden aan
de oppervlakte van negatief geladen fosfolipiden. Deze reacties worden versneld door
specifieke plasma-eiwitten die echter eerst door het eindprodukt van de reactie, trombine,
moeten worden geactiveerd. Dit positieve tegenkoppelingsproces veroorzaakt een explosie
van trombinevorming die nodig is om ter plaatse van een verwonding de hemostase te
verzekeren. De werking van trombine op bloedplaatjes is ook een positieve
tegenkoppelingsreactie, want door de werking van trombine krijgt de celmembraan van de
bloedplaatjes de negatieve lading die nodig is om de stollingsprocessen te bevorderen. Als er
alleen maar positieve tegenkoppeling zott zljn, zou elke verwonding tot trombose leiden. Om
dat te voorkomen, is er een systeem van remmers, zowel directe trombine-remmers
(bijvoorbeeld antitrombine-Ill) als remmers en inactivatoren van de enzymen die
trombinevorming veroorzaken.
Aanvaard 26 april 1991.
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/Figuur I
Het skelet uan
het bloedstol-
lingsmechanisrne
Drie basismechanismen
Pr o- enzy m- enzy n'L- cas cade s
Het algemene biochemische mechanisme van
de activering van een proteolytisch pro-enzym
door een ander proteolytisch errzylJJ (standaard-
voorbeeld: trypsine uit trypsinogeen door entero-
kinase) is de basis van de bloedstolling. De in-
middels verouderde cascadetheorie verklaarde
het stollingsproces zelfs alleen via dit principe.
AIs we met een pijl een dergelijke activering aan-
geven (dus: enterokinase - trypsine), dan be-
staat de ruggegraat van het stollingsproces uit
de activering van protrombine (factor II) door
geactiveerde factor X, nadat factor X is geacti-
veerd door geactiveerde factor VII:
V I I . * X _ I I
(Geactiveerde factoren worden aangegeven met
het subscript a, dus geactiveerde factor X : X".)
Zowel factor Xu als factor II" (trombine) worden
weggevangen door antitrombine-Ill (AT-III) en
andere serpins. Dit geschiedt in een reactie
waarvan de snelheid in goede benadering even-
redig is met de concentratie van de geactiveerde
factor [(pseudo-)eerste-orde-reactie]:
II" + AT-III - inactief produkt;
X. + AT-III - inactief produkt
Omdat de afbraaksnelheid evenredig is met de
concentratie, zal die concentratie toenemen tot-
dat de aanmaak en de afbraaksnelheid gelijk
zijn. Weinig factor-Vll"-activiteit betekent dus
een laag factor-Xu-niveau, dus een lage factor-Il-
omzettingssnelheid en dus een laag trombine-
niveau. Heparine verhoogt de reactieconstante
van de inactiveringsreacties en bewerkstelligt
daardoor een lager niveau van alle geactiveerde
stollingsfactoren bij gelijkblijvende antitrombi-
ne-III-concentratie.
Factor VII" activeert niet alleen factor X maar
ook factor IX, die op zijn beurt factor X kan acti-
veren.
v I I " - IX -x - I I
Door dit mechanisme kan een relatief geringe di-
recte factor-X-activerende activiteit van factor
VII worden versterkt. Dit mechanisme noemen
we, naar de ontdekker, de Josso-lus ('Josso loop').
Het geheel van de proteolytische pro-enzymac-
tiveringen in de bloedstolling kan men samen-
vatten zoals in figuur 1 wordt getoond. TF in fi-
guur 1 staat voor weefselfactor of tromboplas-
FVI I -TF
C.F +  F . IX
(vgl. 1)
tine. Dit zet de stolling in gang, zoals wij straks
zullen zien. CF staat voor contactfactoren. Con-
tactactivering is een proces dat op gang komt als
plasma in aanraking komt met glas of andere Ii-
chaamsvreemde oppervlakken. Hierdoor wordt
een serie reacties in gang gebracht tussen de
eiwitten factor XII en XI, prekallikreine en hoog-
moleculair kininogeen. Dit resulteert in geacti-
veerde factor XI die factor IX kan activeren. Het
fysiologische belang van deze reacties is nog
duister, rnaar ze verklaren waarom bloed stolt in
glas en kunstorganen. In het laboratorium is
contactactivering, ingeleid door een kaoline-
suspensie, de klassieke manier om het reactie-
pad C - IX - X * II te bestuderen.
Het reactieschema van figuur 1 is niet het me-
chanisme dat verantwoordelijk is voor de mas-
sale trombinevorming gedurende de bloedstol-
ling; daar komen namelijk nog de 'co-factoren'
Vu en VIII. en fosfolipiden aan te pas.
Heterogene biohatalyse: fosfolipiden en de
co-factoren
Het tweede algemene biochemische mecha-
nisme in de bloedstolling is de heterogene bioka-
talyse, dat wil zeggen het verschijnsel dat de ac-
tivering van de serineproteases zich afspeelt aan
een grenslaag. De reactie van factor X, op pro-
trombine is in vrije oplossing mogelijk. Er is ech-
ter meer dan zestigmaal de plasmaconcentratie
(60'Z p.Utl protrombine voor nodig om de reactie
op de helft van de maximale snelheid te laten
verlopen. Die snelheid is dan 66n pover molecule
trombine per honderd seconden per molecule fac-
tor X.. De trombineconcentratie die daarmee in
plasma kan worden bereikt, is kleiner dan
LUpM. Bij normale trombinevorming komt er
echter 200-400 p"M trombine vrij, met 10 pM is
adequate hemostase onmogelijk. Optimale om-
zetting van factor II door factor Xu vindt pas
plaats in aanwezigheid van bepaalde fosfolipiden
en van factor Vu.
De stollingsenzymen (factor VIIluy, factor IX" of
factor X") en hun substraten (factor IX, factor X,
factor II) hechten zic}r aan het fosfolipide-op-
pervlak via speciale aminozuren, de 7-carboxy-
glutaminezuren. Deze ontstaan bij de synthese
van de stollingsfactoren in de levercel onder in-
vloed van vitamine K. Bij een tekort aan vita-
mine K, maar ook bij antitrombotische medicatie
met vitamine-K-antagonisten (acenocoumarol,
fenprocoumon) ontbreken deze speciale aminozu-
ren. De overigens normale stollingsfactoren zijn
dan niet in staat de normale hoeveelheid trom-
bine te doen ontstaan, waardoor men het ge-
wenste antitrombotische effect krijgt.
(vgl. 2)
(vsl. 3)
Hechting van stollingsfactoren aan een opper-
vlak kan de reactiesnelheid honderd- tot dui-
zendmaal doen toenemen, omdat het enzym ge-
makkelijker met het substraat wordt verzadigd
(K--effect). Als dat gebeurt, kan een trombine-
niveau van 1-10 nM ontstaan. Dat is voldoende
om factor V in het plasma te activeren. Als factor
V eenmaal is geactiveerd, neemt de effectiviteit
van factor Xu enorm toe (V-,"-effect). Per mi-
nuut kan het nu 2000 moleculen protrombine
omzetten. Met dit enzymatische geweld kan in
mbin plasma een trombineniveau van L p.M ontstaan.
126(29)L99I PharmaceutischWeekblad
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/Figuur 2
Het bloedstol-
lingsmechanisme
met de acces-
soire factoren
Figuur 3
Het cornplete
bloedstollings-
mechanisrne
FVI I -TF
Uitputting van het beschikbare protrombine
(2 pID verhindert dat het zover komt, maar de
waargenomen trombinepiekconcentraties (0,3-
0,6 pltil) liggen wel in deze orde van grootte. Als
factor Vu en fosfolipiden (PL) eenmaal voorhan-
den zijn, wordt de hoofdlijn van het reactie-
schema van de bloedstolling:
TPL:VII. - PL:V":X. * II (vgl.4)
Evenals factor X" is ook factor IX" in vrije oplos-
sing nauwelijks actief. Ook hier zijn fosfolipiden
en een ander eiwit nodig. Dat andere eiwit is fac-
tor VIII" dat ontstaat door de inwerking van
trombine op factor VIII. Het reactiemechanisme
wordt dan zoals dat is weergegeven in figuur 2.
Tegenhoppeling
De 'accessoire' componenten die van de facto-
ren IX, en X" efficiiinte complexen maken, zijn
fosfolipiden en de factoren VII[-V^. Geen van
drie komen ze voor in het plasma, maar ze komen
beschikbaar door de invloed van trombine. Fosfo-
lipiden komen vrij door de werking van trombine
op bloedplaatjes en de twee eiwitten door de pro-
teolytische werking van trombine op circulerend
factor V en factor VIII. Het produkt van de reac-
tieketen bevordert op deze wijze de snelheid van
zijn eigen vorming. Het is dus een vorm van posi-
tieve tegenkoppeling, zoals is weergegeven in fi-
guur 3. Antithrombotica, zoals heparine en ver-
wante stoffen, kunnen de trombinevorming
remmen doordat ze trombine weg'vangen dat no-
dig is voor de tegenkoppeling.
Beginfase van de bloedstolling
T?ombinevorming wordt in gang gezet door
weefselbeschadiging. Hierdoor komen trombo-
plastine en ook de voor de reactie benodigde fos-
folipiden wij. T?omboplastine is een lipopro-
teine. Het eiwitdeel speelt eenzelfde rol als de
factoren Vu en VIII., maar nu voor factor VII. In
FVI I .TF
I
I a -F IX  i  FVa-FX
,i. \
t \
. .  i  : : .  . r r l ^  - ^'  ' i :  Th ro' ) i r , , i
tegenstelling tot de factoren V en VIII behoeft
het niet apart te worden geactiveerd. Het bijzon-
dere van factor VII is dat deze ook niet beslist
proteolytisch hoeft te worden geactiveerd om fac-
tor X te kunnen omzetten. Het complex van fac-
tor VII met tromboplastine heeft een activiteit
die L-47o bedraagt van die van eenzelfde complex
met factor VII.. Daardoor is het mogelijk dat er,
zodra er tromboplastine beschikbaar komt, in
enige mate factor X. ontstaat. Factor Xu acti-
veert dan factor VIL Hier zit dus weer een kleine
positieve tegenkoppelingslus. Factor X, doet
echter meer; deze verbindt zich met een plasma-
eiwit, de 'extrinsic pathway inhibitor'. Dit eiwit-
complex is in staat het factor-Vll.-tromboplas-
tinecomplex te remmen: een negatieve tegenkop-
peling.
Het gevolg is een snel toenemende maar ook in
de tijd beperkte activering van factor X. Het-
zelfde vindt plaats bij de activering van factor
IX. Het is mogelijk dat de versterkingslus van de
factor-X-activering via factor IXu vooral haar ef-
fect heeft in de tijd. Als immers het tromboplas-
tine-effect snel door 'extrinsic pathway inhibi-
tor'-Xu wordt geremd, dan blijft na de remming
factor IX, beschikbaar voor de activering van
factor X.
Fosfolipiden en bloedplaatjes
Celmembranen bestaan uit een dubbellaag van
fosfolipiden. Deze laag is asymetrisch, dat wil
zeggen dat de samenstelling van de fosfolipiden
in de buitenlaag anders is dan die in de binnen-
laag. Wil een fosfolipide kunnen dienen in de
stollingsreacties, dan moet het fosfatidylserine
bevatten. Fosfatidylserine komt echter bijna niet
aan de buitenzijde van de celmembraan voor.
Daarom werken intacte cellen niet stollingsbe-
vorderend. Het fosfatidylserine zit aan de bin-
nenkant van de membraan. Zodra een cel kapot
is, vormt de blootkomende binnenzijde een bron
van stollingsbevorderend fosfolipide. Dit, samen
met het feit dat uit de beschadigde cel ook trom-
boplastine vrijkomt, maakt dat celbeschadiging
bloedstolling teweegbrengt. Er zijn ook cellen die
in intacte staat stollingsbevorderend kunnen
werken. In de eerste plaats behoren de bloed-
plaatjes hiertoe. Zodra die gedurende .een zekere
tijd in contact komen met trombine (bijvoorbeeld
1 nM gedurende 10 min of I0 nM gedurende
1 min) en vooral als ze tegelijkertijd worden geac-
tiveerd door collageen en trombine, vertonen ze
eerl unieke reactie: de translokase-reactie of 'flip-
flop'. Het fosfatidylserine van de binnenzijde van
de celmembraan komt naar buiten, maar zonder
dat de cel stuk gaat. Dit is een belangrijke vorm
van tegenkoppeling die in bloed en niet in
plasma optreedt: trombine activeert de bloed-
plaatjes en maakt zo fosfolipiden voor de trombi-
nevorming beschikbaar. Behalve de 'flip-flop'-
reactie veroorzaakt trombine bij bloedplaatjes
'release', dat wil zeggen dat door het bloedplaatje
een groot aantal stoffen, waaronder factor V,
wordt uitgestoten.
mbin Monocyten kunnen, indien ze worden geprik-
keld door bijvoorbeeld endotoxine, aan de buiten-
zijde van hun membraan weefselfactor produce-
ren en zo stollingsbevorderend werken. Ook van
FVII
tl
FVII I  i  F  V
Platelets
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endotheelcellen worden allerlei stollingsbevorde-
rende functies gemeld. Alvorens daarvan onder
de indruk te raken, is het goed de grootte van die
effecten na te rekenen. Het blijkt dan al snel dat
die, per vierkante mm, overeenkomt met die van
ongeprikkelde bloedplaatjes. Niet-gedegene-
reerd, niet-verwond endotheel is dan ook een van
de minst trombogene oppervlakken.
Zonder weefselbeschadiging - of eventueel
prikkeling van monocyten - komt de bloedstol-
ling niet op gang. Als ze op gang komt, gebeurt
dat niet via het volledige mechanisme (fig. 2),
maar veeleer via een onvolledig mechanisme, zo-
als is weergegeven in frguur 1, waarbij fosfolipi-
den een rol spelen. Het weinige trombine dat via
dit incomplete mechanisme kan ontstaan, dient
voor de activering van factoren V en VIII en van
de bloedplaatjes. De bloedplaatjes reageren met
vormverand ering, ze krijgen lange uitsteeksels,
komen met elkaar in contact en hechten aan el-
kaar: ze aggregeren. In de ruimten tussen de
plaatjes stroomt het plasma niet. Factor V, die
door de geactiveerde plaatjes wordt uitgestoten,
maakt dat in deze ruimten de concentratie van
deze factor hoog is vergeleken met die in het
plasma (25 nM en die van factor X (180 nl4kan
benaderen. In het plaatjesaggregaat kan trombi-
nevorming dus ongestoord plaatsvinden. Ook in
een arterie met snelstromend bloed zal een weef-
selbeschadiging (endotheellaesie) leiden tot een
bloedplaatjesaggregaat dat als bron van trom-
bine dienst doet.Zo'ntrombinebron kan sterk ge-
noeg zijn om bloedplaatjes uit het langsstromend
bloed te activeren. Dan zal het aggregaat
groeien, ofwel doven en worden opgeruimd.
Zowel bij de vorming van bloedplaatjesaggre-
gaten als bij het chemische proces van trombine-
vorming heeft men te doen met in sterke mate
niet-lineaire verschijnselen. Een van de kenmer-
ken daarvan is het drempelfenomeen. Zodra eerr
prikkel een bepaalde drempel overschrijdt, wordt
het fenomeen versterkt, anders wordt het ge-
doofd.
Lokalisatie van de fenomenen
De aggregatie van bloedplaatjes maakt on-
gestoorde trombinevorming binnen het aggre-
gaat mogelijk. Daarbuiten treedt, zolang er stro-
ming is, uitwassing en verdunning van trombine
op zodat, buiten een bepaalde kritische afstand,
de remmende processen het winnen van de stol-
Iingsbevorderende processen. Er is echter nog
een fenomeen dat de stolling beperkt houdt tot
het gebied waar de vaatwand is beschadigd.
Op intact endotheel komt een eiwit voor dat
trombomoduline heet. Als trombine hieraan
wordt gebonden, krijgt het sterk veranderde
eigenschappen. Het is niet meer in staat fibrino-
geen om te zetten of de factoren V en VIII en de
bloedplaatjes te activeren. In plaats daarvan ac-
tiveert het nu een ander plasma-eiwit, namelijk
proteine C. Dit eiwit kan in zijn geactiveerde
vorm de factoren Vu en VIII. afbreken; hierbij
werkt het samen met het verwante proteine S.
Op deze wijze werkt trombine zijn eigen vorming
tegen als er intact endotheel in de buurt is, en
blijft de procoagulante werking beperkt tot het
beschadigde vaatgedeelte.
Het feit dat stollingsprocessen zich aan opper-
vlakken met fosfolipiden afspelen, geeft op zich-
zelf al enige garantie voor lokalisatie van het
proces. Ook het feit dat geprikkelde plaatjes ag-
gregeren, leidt daartoe. Deze lokalisatie is echter
niet absoluut, want celdebris kan in de bloed-
stroom worden meegevoerd. Geprikkelde bloed-
plaatjes scheiden kleine bolletjes af waarvan de
membraan fosfatidylserine bevat. In het alge-
meen zal, onder andere door verdunning, de kri-
tische concentratie die nodig is voor de voortgang
van het stollingsproces in stromend bloed, niet
Iang kunnen blijven gehandhaafd. Wel gebeurt
dit bijvoorbeeld rond de focus van een veneuze
trombose (weinig stroming) of bij diffuse intra-
vasculaire stolling (grote prikkel).
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